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Capítulo IV 
 
APLICACIÓN DE LAS CÉLULAS ENTERAS COMO 
BIOCATALIZADORES A LA SÍNTESIS DE PRODUCTOS 
FARMACÉUTICOS 
Josep Vicent Sinisterra Gago 
RESUMEN 
Las reacciones catalizadas por enzimas han sido abundantemente usadas 
tanto a escala de laboratorio o industrial. Por el contrario, las reacciones 
catalizadas por células enteras solo se emplean en casos muy concretos, a 
pesar de que los tremendos avances de la Biología Molecular, la 
Metagenómica, la Evolución Dirigida etc., han abierto la puerta al diseño del 
microorganismo “a la carta” para cada proceso industrial. Las células enteras 
son muy accesibles y más económicas que las enzimas, pero conducen 
muchas veces a productos secundarios. Los procesos catalizados por células 
se circunscriben a tres casos: i) cuando la enzima necesita una coenzima, ii) 
cuando se trabaja en un proceso multi-enzimático y iii) cuando la enzima es 
intracelular y difícilmente aislable. En este capítulo, se van a presentar algunos 
ejemplos de interés para la industria farmacéutica tales como: reducciones 
estereoselectivas, hidroxilaciones de arenos y de alcanos no-funcionalizados, 
procesos de mono-oxigenación y síntesis en un solo paso de nucleósidos. El 
trabajo, se centrará en la alta quimio-, regio- y estereoselectividad así como en 
la sostenibilidad del proceso. 
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ABSTRACT 
Whole	  cell	  applications	  as	  catalysts	  for	  the	  synthesis	  of	  pharmaceutical 	  
Enzyme catalyzed reactions are commonly used at laboratory or industrial 
scale. Contrarily, the whole cells catalyzed reactions are restricted to special 
cases. The tremendous advances in the last years in Molecular Biology, 
Metagenomics and more specifically in Metabolic Engineering and in Directed 
Enzyme Evolution have opened the door to create tailor-made microorganisms 
or “designer bugs” for industrial purposes. Whole cells catalysts can be much 
more readily and inexpensively prepared than purified enzymes. Three 
situations have traditionally been considered convenient to select the use of 
whole cell catalyzed processes against the free enzyme catalyzed process: i) 
when the enzyme needs a coenzyme to carry out the catalytic act, iii) in the 
development of multi-enzymatic processes and iii) when the enzyme is 
intracellular and its isolation is complicated.  In this chapter we will focused 
towards interesting reactions for pharmaceutical industry such as: 
stereoselective reductions, hydroxylations of arenes and un-functionalized 
alkanes, mono-oxygenations, and one-pot nucleoside synthesis. 
Keywords: Cell; Stereoselective reaction; Green chemistry. 
 
1. INTRODUCCIÓN  
 Los biocatalizadores se están introduciendo cada día más en los 
procesos industriales de síntesis de moléculas de alto valor añadido, 
cambiando muchos planteamientos  de la Química Orgánica Industrial. Hay una 
serie de factores que están contribuyendo a este hecho entre los que podemos 
citar: i) rápido aumento del número de enzimas accesibles como resultado de 
las modernas técnicas de ingeniería genética, ii) la robustez de la evolución 
dirigida (racional, semiracional o aleatoria), iii) el desarrollo de las técnicas de 
screening de alta eficacia, iv) la capacidad de expresar en microorganismos 
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huéspedes de genomas de extremófilos, v) los nuevos descubrimientos 
realizados utilizando la Metagenómica etc.  
Junto a esto, se encuentra la introducción en el ámbito industrial, tanto 
por motivos medioambientales como por imperativos legales, de los principios 
de la Química Sostenible (Green Chemistry) como son: i) el factor E, que mide 
la cantidad de desechos producidos en un proceso, y que se expresa como 
relación en peso (E= residuos/producto) (1); ii) el concepto de  economía 
atómica que nos lleva a buscar procesos donde el producto final incorpore 
todos o la inmensa mayoría de los átomos de los reactivos iniciales: iii) el 
concepto de intensificación de procesos que busca reducir el tamaño de los 
bioreactores aumentando su eficacia etc. (2,3). Todo ello, es posible gracias a 
la elevada quimio- regio- y estéreo selectividad de los biocatalizadores 
Por último, indicar la importancia que están adquiriendo los disolventes 
empleados en los procesos sintéticos. No en balde, la industria farmacéutica es 
una de las máximas generadoras de contaminantes y residuos, ya que la 
relación en peso residuo/producto varía de 100 a 1.000, siendo la mayoría  de 
los residuos los disolventes empleados en el proceso (4). Dado que los 
biocatalizadores pueden trabajar con los llamados disolventes verdes (5), la 
introducción de procesos biocatalizados en un esquema de síntesis aumenta 
siempre el carácter sostenible del mismo. 
2. REDUCCIONES ESTEREOSELECTIVAS 
Es de sobra conocido que cada uno de los enantiómeros de una mezcla 
racémica suele presentar distinta farmacocinética, biodisponibilidad y actividad 
farmacológica. Por ello, la preparación de fármacos homoquirales es una 
norma en la actual industria (6). Los alcoholes homoquirales son intermedios 
clave en la preparación de muchos fármacos. Su preparación mediante la 
reducción estereoselectiva de cetonas empleando enzimas es un método 
clásico en las biotransformaciones (7,8).  
Las bio-reducciones, necesitan de una cantidad estequiométrica de 
cetona y de coenzima y pueden llevarse a cabo empleando células enteras o 
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enzimas. Ambos procesos tienen sus ventajas e inconvenientes. El proceso 
catalizado por células tiene el inconveniente de la presencia de productos 
secundarios, debido a la actividad de la máquina celular, teniéndose además 
que separar el producto del medio de cultivo y de la biomasa. No obstante, las 
células son mucho más económicas y accesibles que las enzimas. Por el 
contrario, el empleo de enzimas simplifica el aislamiento del producto al no 
haber reacciones secundarias, pero tiene como inconvenientes el mismo 
proceso de producción y aislamiento de la enzima y el de la regeneración de la 
co-enzima NAD(P)H/H+. Este problema no ha sido resuelto in vitro y a gran 
escala, a pesar de diversos intentos usando mediadores electrónicos (9), 
procesos electroquímicos (10), complejos organometálicos (11), procesos 
fotoquímicos (12) o utilizando una segunda enzima acoplada como son la 
lacasa, la formiato deshidrogenasa, o la glucosa-dehidrogenasa (13) (Esquema 
1). 
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Esquema 1. 
Las células, se pueden utilizar libres o inmovilizadas en distintas 
matrices y generalmente vía atrapamiento en agar/agarosa, alginato de calcio o 
bario, o poliacrilamida (7), adsorbidas en espuma de poliuretano (14) y otros 
medios. La inmovilización produce una estabilización de la célula frente a 
agentes externos y facilita la recuperación del biocatalizador (15).   
Como ejemplos de aplicación industrial de esta reacción podemos citar 
la síntesis del hidroxinitrilo (Esquema 2), que es un intermedio clave en la 
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síntesis de la Atorvastatina, comercializada tanto por Pfizer como por Lipitor™ 
y muy utilizado para el tratamiento de hipercolesterolemias. El proceso fue 
desarrollado por los investigadores de Codexis (16), que mediante ingeniería 
genética expresaron en E. coli  la alcohol deshidrogenasa de C. Magnoliae, la 
glucosa-deshidrogenasa de B. megaterium, y la halohidrina deshidrogenasa 
obtenida por evolución dirigida. El organismo genéticamente modificado (OGM) 
permite obtener el hidroxinitrilo homoquiral (99% e.e)  (16).  Cabe indicar que la 
obtención del quirón se hace al principio del proceso de síntesis para reducir el 
tamaño del reactor en los pasos sucesivos de síntesis. 
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Otro ejemplo, es la síntesis del ácido  (R)-3-Fluoro-4-[[hidroxi-(5,6,7,8-
tetrahidro-5,5,8,8-tetrametil – 2 –naftalenil)acetil]amino]benzoico (1), que es un 
agonista específico del receptor gamma del ácido retinoico con actividad 
dermatológica y anti-tumoral. La síntesis, la describieron Patel y col. (17) del  
Bristol Myers Squibb Research Institute (USA). mediante la reducción 
estereoselectiva (e.e. >98%) a partir del cetoester 2, del cetoacido 3 o de la 
cetoamida 4 (Esquema 3). 
Por lo que se refiere al curso estereoquímico, hay que indicar que las 
ADH comercialmente accesibles suelen seguir la regla de Prelog, obteniéndose 
el alcohol de configuración S. Para poder obtener el otro enantiómero como 
producto mayoritario, se han hecho una serie de búsquedas en distintas 
colecciones públicas o privadas. Tsujigami y col. (18a) describieron la 
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Yamadazyma farinosa IFO 10896 que conducía a la reducción de α-hidroxi-
cetonas con buenos excesos enantioméricos (Esquema 4). 
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Esquemas 3 y 4. 
3. OXIDACIÓN DE ALCOHOLES  
La oxidación de alcoholes es un proceso que pocas veces tiene 
problemas a nivel de la Síntesis Orgánica tradicional. Solamente es interesante 
la oxidación de alcoholes primarios a aldehídos, sin que se forme el ácido 
carboxílico. El proceso se ha llevado cabo en nuestros laboratorios utilizando 
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las ADHs intracelulares de Acetobacter acetii o Gluconobacter oxidans (19) 
(Villa y col., 2002).  
Otro proceso inaccesible a la Síntesis Orgánica es la des-racemización 
de alcoholes. Voss y col. (20) describieron la des-racemización del rac- 2-
decanol vía inversión combinada con una secuencia reducción/oxidación. Se 
usan células liofilizadas de Rhodococcus sp CBS 717.73 o Rhodococcus ruber 
DSM 44541. El proceso ocurre a 30ºC y con una concentración de 10 g/L de 
sustrato. Se obtiene un 82% de rendimiento y un 92% ee donde el (S)-2-
decanol es el mayoritario. El proceso trascurre usando la pareja iso-
propanol/acetona como sustratos secundarios. La reacción ocurre en dos 
etapas en un proceso one-pot. El proceso se ha escalado con Rhodococus p 
312 CBS 71.73 a un volumen de reacción de 440 mL, obteniendo un 82% del  
(S)- 2-decanol (ee 92%), aislado (Esquema 5).  
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rac-2-decanol 2-decanona (S)- 2-decalol
 
Esquema 5. 
Quizás el proceso de oxidación estereoselectiva de polioles más popular 
a nivel industrial, sea la síntesis de 6-aminoalkyl-L-sorbosa a partir de 1-
aminoBoc-D-sorbitol, usando células suspendidas de Gluconobacter oxidans 
(Bayer AG, Germany) (8). El proceso se realiza en un reactor tipo discontinuo 
(10.000 L) a 32ºC, pH=5 y [substrato]=1M. La 6-Amino-L-sorbosa es el 
intermedio clave en la síntesis de inhibidores de la α-glucosidasa y en la del 
antidabético  1-desoxynojirimycin (Esquema 6). 
Aplicación	  de	  las	  células	  enteras…	   137	  
 
 
H
NHBoc
OH
HHO
OHH
OHH
CH2OH
H
NHBoc
OH
HHO
OHH
O
CH2OH
HO NH
H
H
HO
H
OHH
OH
G. oxidans
32ºC, pH=5
90% yield
1-amino-D-sorbitol
(N-Boc protejido)
5-amino L-sorbosa
(N-Boc protejida)
1-desoxynojirimycin
 
Esquema 6. 
4. DIHIDROXILACIÓN DE ARENOS   
Las enzimas intracelulares que oxidan anillos aromáticos a 1,2-cis-
dihidrodiol son interesantes, pues estos compuestos no son accesibles por 
métodos químicos. El proceso ocurre mediante un complejo multienzimático 
dependiente del NADH que degrada los anillos aromáticos vía oxidación. 
Utilizando un mutante de Pseudomonas putida que carece de cis-dihidrodiol 
dehidrogenasa, puede excretar el cis-dihydrodiol (Esquema 7), el cual es el 
producto de partida para la preparación de productos de interés industrial como 
el pinitol o el fosfato de inositol. Este mutante, se ha usado en la preparación 
de cis-dihidrodioles de tolueno, naftaleno, benzofurano, quinolina, isoquinolina 
etc. El proceso se hace en condiciones bifásicas usando la célula atrapada en 
alginato de bario y un 20% de tetradecano/80% de tampón fosfato. La 
productividad lograda es de 86,5 g/L de cis-diol aislado (15). 
 
CH3 CH3 CH3
O
O
OH
OHH
H
H
H
O2 +
NADH/H  NAD+
Dioxigenase  
Esquema 7. 
La tolueno dioxigenasa (TDO) y la naftalenodioxigenasa de P. putida se 
han utilizado en la preparación de un sulfoxido quiral, intermedio en la síntesis 
del omeprazol (Esquema 8). El proceso da un 30% de rendimiento y un e.e 
>90%, trabajando en un bioreactor de 10 L y con 10g de sustrato (21).   
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5. HIDROXILACIÓN DE ALCANOS NO-FUNCIONALIZADOS  
5.1. Hidroxilación de alcanos y terpenos 
La hidroxilación asimétrica de CH2 proquirales no-funcionalizados 
catalizada por monoxigenasas libres o incluidas en células enteras es un 
método muy interesante para obtener alcoholes quirales con buenos 
rendimientos y e.e. Para la reacción de hidroxilación se utilizan hongos como 
Rhizopus nigricans, Mortiella isabellina y Cunninghamella elegans. El proceso 
se ha centrado en la industria en la hidroxilación de terpenos o de esteroides  
Recientemente Adam y col (22), han descrito la monohidroxilación 
estreoselelctiva (e.e.>99%) de alquilbencenos (Esquema 9), usando células 
enteras de Bacillus megaterium inmovilizadas en alginato. El proceso está 
catalizado por un Citocromo P450 intracelular, cuya sobreexpresión se produce 
al hacer crecer a las células en presencia de fenobarbital. El proceso conduce 
a la oxidación bencílica como producto mayoritario (Tabla I).  
La biotransformación de diterpenos, triterpenos y terpenoides en 
moléculas de alto valor añadido o en cabezas de serie para la industria 
farmacéutica es una línea de investigación muy fructífera. El grupo de Reese 
(23) ha trabajado en la oxidación de sesquiterpenos y diterpenos, habiendo 
realizado biotransformaciones catalizadas por Beauveria bassiana ATCC 7159 
o Stemodia maritima L. de terpenos como la  estemodina, la estemodinona y la 
estemarina (24). La estemodina dio 2α,13,18-trihidroxi-estemodano, la 
estemodinona dio 13,18-dihidroxi-estemodan-2-ona y la estemarina dio dos 
compuestos: el 1β,13,19-trihidroxiestemarano y el ácido 13-hidroxi-estemarano-
19-carboxilico (Esquema 10). 
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Tabla I. Regio- y enantioselectividades en la hidroxilación de alquilbencenos  
usando células enteras de B. megaterium (modificada de cita 21).  
 
Sustrato Producto Rendimiento 
alcohol (%) 
Regioselectividad 
(%) 
ee (%) 
Configuración 
5a 6aα 63 100 74(R) 
5b 6bα 49 96 70(R) 
5c 6cα 95 100 68(R) 
5d 6dα 43 31 91(R) 
 6dβ  69  
5e 6eα 89 29 42(S) 
 6eβ  33 88(R) 
 6eγ  9 86(R) 
 6eδ  14 >99(S) 
5f 7fα 95 100  
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Esquema 10. 
El mismo grupo, ha estudiado en la biotransformación catalizada por 
Rhizopus oryzae ATCC 11145 de la estemodina y análogos, la influencia del 
grupo funcional en C-2 (25). Mientras en la estemodina, la hidroxilación ocurrió 
en C-7, C-3 y/o C-16, dando 2α,7β,13(S)-trihidroxiestemodano y 
2α,3β,13(S),16α-tetrahidroxistemodano, la cetona estemodinona sufre la  
hidroxilación solo en C-6, dando 6α,13(S)-dihidroxiestemodan-2-ona.  
La biotransformación de terpenoides usando hongos también se ha 
estudiado ampliamente por el grupo de Fraga y col. (26), especialmente con 
Gibberella fujikuroi. Este hongo, produce hormonas vegetales denominadas  
gibberellinas. En esta línea la biotransformación de la ribenona por Gibberella 
fujikuroi produjo diferentes metabolitos hidroxilados y 2,3-seco-acidos 
(Esquema 11) (27). Estos autores, han observado que la introducción de una 
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función oxigenada en la ribenona facilita la nueva oxidación de la molécula por 
el hongo, atribuyéndose esto a que un aumento en la polaridad del sustrato 
facilita el paso a través de las membranas. Fraga y col., también han 
investigado las biotransformaciones catalizadas por Gibberella fujikuroi sobre 
diferentes esqueletos terpénicos tales como el ent-pimareno (28) y ent-manoil 
oxido derivados (28). Estos mismos sustratos se han biotransformados por 
Gracia-Granados y col., usando Curvularia lunata (29), Fusarium moniliformis 
(30) y  por Fraga y col. con Mucor plumbeus (31). 
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Esquema 11. 
5.2. Hidroxilación de esteroides 
Los esteroides son moléculas de interés farmacológico usadas para el 
tratamiento o prevención de distintas enfermedades y en diversos campos 
como endocrinología, oncología, reumatología, ginecología, etc. La complejidad 
del esqueleto esteroídico y el elevado número de centros estereogénicos hace 
que su síntesis y su modificación sean  líneas principales de trabajo en el 
campo de las Biotransformaciones (32).   
Históricamente, la hidroxilacion en α-7 del colesterol usando 
Proactinomyces roseus en 1949 descrita por Kramli y Horvath fue el primer 
ejemplo de hidroxilación microbiana (8). Posteriormente, Upjohn Co, describió 
la transformación de progesterona en 11α-hidroxiprogesterona utilizando 
Rhizopus arrhizus. Bristol-Mayer-Squibb describió la misma reacción usando  
Aspergillus niger. La 11β-hidroxilación microbiana para dar derivados de 
cortisona simplificó la síntesis de corticoides eliminado entre 10-12 pasos de la 
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síntesis convencional a partir de ácido deoxicólico (8). La hidroxilacion biológica 
redujo el precio de la cortisona de 200$USA/g  a  6$USA/g y posteriores 
avances lo han reducido hasta un valor≈ 2$USA/g. Actualmente, prácticamente 
cualquier centro esterogénico del esqueleto esteroídico puede ser estéreo 
específicamente hidroxilado utilizando microorganismos. Hoy en día, se puede 
decir que las hidroxilaciones en 11α-, 11β, 15α- y 16α se hacen industrialmente 
exclusivamente vía hidroxilación microbiana con buenos rendimientos y e.e., y 
bajos costos de operación (33). Las hidroxilaciónes en 11α-, 11β- y 16α se 
suelen llevar a cabo con Rhizopus sp., Aspergillus sp., Curvularia sp., 
Cunninghamella sp.,o Streptomyces sp., (Esquema 12). En el esquema 13 se 
muestra un ejemplo de proceso quimio-enzimático para la obtención de 
distintas estructuras de interés 
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Esquema 12. 
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Esquema 13. 
La hidroxilación en 16α ha suscitado mucho interés al permitir la 
obtención de la triamcinolona, un eficiente anti-inflamatorio. El proceso se ha 
descrito para una serie de estreptomicetos (Streptomyces sp., S. argenteolus y 
S. roseochromogenes) y para Nocardia sp. Los actinos carecen de 
especificidad de sustrato pudiendo hacer la hidroxilación en 16α en 
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testosterona, 1-dehidrotestolactona, dehidroepiandrosterona (DHEA), 
pregnenolona, androst-5-en-3β,17β-diol, 3β-hidroxi-1,3,5-estratrien-17-ona y 
progesterona. El complejo enzimático responsable del proceso consta de un 
Citocromo P-450 acoplado a dos trasportadores de electrones como son la 
roseoredoxina y la roseoredoxin-reductasa. Esto se ha visto en S. 
roseochromogenes (8).  
La hidroxilación en 15α se usa en la síntesis del anticonceptivo 
Desogestrel. La hidroxilación en 15α de la 13-etil-4-gonen-3,17-diona, permite 
la síntesis del intermedio clave en la producción del contraceptivo Gestoden. La 
biotrasformación se hace con células enteras de Penicillium raistrickii. La 
hidroxilación 15β del finasteride por Cunninghamella elegans ATCC 9244, se 
utiliza para obtener 4-aza-esteroides, que son eficientes inhibidores de la 
testosterona 5-reductasa. Esta enzima, es la responsable de la reducción de la 
testosterona a dihidro-testosterona, lo que está relacionado con el desarrollo 
del cáncer de próstata (8).  
La hidroxilación en 9α por actinomicetos (32) se usa en la industria 
farmacéutica para obtener productos de partida para preparar 9α–halo-
corticoides y 11-ceto esteroides. La reacción está catalizada por células 
enteras de Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus y Mycobacterium. Así 
células en no-crecimiento de Rhodococcus sp. catalizan la biotransformación 
de  androst-4-ene-3,17-diona (AD) en 9α -hidroxi-AD (9α -OH-AD). 
La hidroxilación en 7α de DHEA y de pregnelona (PRG) usando el 
micelio del hongo Fusarium moniliforme, permite obtener compuestos útiles en 
el tratamiento de algunos cánceres, del Alzheimer y en tratamientos anti-
obesitdad y anti-glucocorticoides (33). La mayoría de estas terapias están 
relacionadas con la actividad de la 7α-hidroxi-PRG. La inducción de la enzima 
con DHEA hace aumentar las conversiones desde un 2% a un 65-80%, usando 
F. moniliforme. La hidroxilación en 7β del finasteride por Mortierella isabellina 
se puede hacer, pero con bajos rendimientos (20%).  
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6. REACCIÓN DE BAEYER- VILLIGER 
La oxidación microbiana de Baeyer-Villiger tiene gran interés, pues 
permite obtener lactinas a partir de cetonas de manera regioselectiva. El 
proceso está catalizado por la denominada Baeyer-Villiger monoxigenasa 
(BVMO), que es dependiente de flavina y de NADH. La Acinetobacter 
calcoaceticus ciclohexano monoxigenasa (CHMO) se ha  usado como 
referencia para optimizar la producción de la enzima por métodos 
convencionales microbiológicos y así poder estudiar la especificidad por el 
sustrato. El sustrato modelo para evaluar las BVMO es la rac-biciclo[3.2.0]hept-
2-en-6-ona que da (1R,2S) y (1S, 2R) lactonas (8). Las BVMOs tienen una baja 
termoestabilidad, habiéndose mejorado ésta por expresión de la enzima en E. 
coli. En el Esquema 14, mostramos la utilización de la BVMO de 
Brevibacterium (99%) y de Comamonas (76%) expresadas en E. coli para 
obtener con un 100% de estereoselectividad, la (-) γ- butirolactona que es el 
intermedio clave en la síntesis de enterolactona (antitumoral), hinokinina 
(citostático) y schizandrina (antifúngico). 
 
O
R
O
O
H
R
O
O
H3CO
H3CO
O
O
O
O
O
OH3CO
H3CO
H3COH3CO
H3CO
H3CO
OH
CH3
CH3
(-)  γ- butirolactona
(+) enterolactona
(+) hinokinina
(+) schizandrina  
Esquema 14. 
 
146	   J.	  V.	  Sinisterra	  
 
7. HALOPEROXIDASAS 
Las haloperoxidasas catalizan la halogenación de compuestos orgánicos 
en presencia de iones haluro y agua oxigenada u otros peróxidos. Las 
haloperoxidasas se pueden clasificar en enzimas que contienen: i) un grupo 
hemo, ii) un ion vanadio, y iii) aquellas que no tiene iones metálicos.  
La bromoperoxidasa de Curvularia protuberata MF5400, ha sido 
empleada en la conversión de indeno a trans-2S,1S-bromoindanol, intermedio 
de síntesis del inhibidor de la proteasa del HIV-1 Crixivan® (Merck Labs).  
Finalmente, hay que destacar que la 5´-fluorodesoxiadenosina sintasa 
de Streptomyces cattleya cataliza la fluoración de S-adenosil-L-metionina en 
presencia de ion fluoruro para dar 5´-fluor-5´-desoxiadenosina (Esquema 15) 
(8).   
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Esquema 15. 
8. SÍNTESIS DE NUCLEÓSIDOS USANDO CÉLULAS ENTERAS 
Los nucleósidos están implicados en muchos procesos biológicos 
fundamentales entre los cuales destaca el almacenamiento y transferencia de 
la información genética. Es por ello, que los análogos de nucleósidos se usan 
en el tratamiento de enfermedades víricas, como antitumorales, como 
inhibidores del transporte de nucleósidos, en tratamiento de enfermedades del 
corazón etc. Se han desarrollado muchos métodos de síntesis química, pero 
dada la naturaleza lábil y polifuncional de estas moléculas quirales son 
necesarios muchos pasos de protección-desprotección, lo cual alarga su 
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síntesis y disminuye el rendimiento global (34). Dadas las altas 
estereoselectividades, condiciones suaves de reacción y especificidad de 
sustrato, el empleo de enzimas en la síntesis de nucleósidos modificados es 
una alternativa quimio-sostenible al proceso químico. Como siempre ocurre, las 
reacciones enzimáticas que no necesitan de co-enzimas como es la 
acilacion/desacilación de nucleósidos catalizada por lipasas, proteasas o 
acilasas (35,36) se llevan a cabo con enzimas libres. Por el contrario, la 
oxidación del grupo CH2OH en C-5’ a COOH catalizada por oxigenasas, que 
necesita de una coenzima y los procesos de transferencia de residuos 
glicosídicos catalizados por  Nucleosido fosforilasas o N-2’-
desoxiribosiltransferasas, que son procesos multi-enzimáticos, se realizan con 
células enteras.  
8.1. Oxidación enzimática del CH2OH en nucleósidos no naturales 
La oxidación catalizada por células es más limpia que el proceso 
químico y no necesita de la protección de los otros grupos OH de la molécula. 
Esta reacción ha sido utilizada por Glaxo-SmithKline (GSK) para obtener una 
nueva familia de anti-inflamatorios (37,38). GCK utiliza la nucleósido-oxidasa  
de Stenotrophomonas maltophila FERM BP-2252, que muestra gran tolerancia 
por diferentes grupos funcionales en la base, especialmente en posición C-2, 
para la obtención de estos compuestos (39).   
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Esquema 16. 
8.2. Síntesis de nucleósidos por transglicosilación 
Los análogos de nucleósidos pueden preparase por intercambio de 
bases usando dos tipos de enzimas  intracelulares: i)  nucleosido fosforilasas o 
ii) N-2’-desoxiribosiltransferasas (38). Las nucleósido fosforilasas (NP) catalizan 
la fosforolisis reversible de nucleósidos y la reacción de transferencia puede 
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usar bases púricas o pirimidínicas. Purin (E.C.2.4.2.2) y pirimidin (E.C. 2.4.2.1) 
nucleósido fosforilasas, se han aislado de distintas familias de bacterias: 
Bacillaceae, Enterobacteraceae, Lactobacillaceae, Photobacteraceae, 
Pseudomonaceae Psychrobacter Y Vibrionaceae.  (40,41). Estas enzimas 
tienen una escasa especificidad. Por el contrario, las N-2’-
desoxiribosiltransferasas (EC.2.4.2.6.) catalizan específicamente el intercambio 
de base entre 2’-desoxiribosil nucleósidos (42). Para una mayor información 
sobre estas enzimas consultar la referencia de Condezo y col. (38). 
La síntesis de diferentes nucleósidos usando células enteras se ha 
descrito en la bibliografía (41,43,44). Kulikowska y col. (45), han descrito que la 
7-metilguanosina y la 7-metilinosine son excelentes sustratos para las purin 
nucleósido fosforilasas (PNP) pero poco solubles en agua. Posteriormente  
Hennen y Wong (46), propusieron el uso de 7-metil-guanosinio o de 7-
metilinosinio como donadores soluble en agua para lograr obtener nucleósidos 
en agua mediante un procesos irreversible y cuantitativo. Shirae y col. (47), 
describieron el uso de E. coli genéticamente modificada en condiciones de no-
crecimiento para la preparación de  2’,3’-dideoxiadenosine o 2’,3’-dideoxinosina 
con rendimientos del 80-90%.  
Rogert y col. (48), han usado E. coli BL21 recombinante para hacer ara-
nucleósidos a partir de ara-uridina, usando células en estado de no crecimiento 
a  60ºC y pH=7. Murakami y col (49), describen el uso de células de E. coli JA-
300 (50ºC y pH=6,5) en la síntesis de 6-halo-2’,3’-didesoxipurin-nucleósidos, 
que se pueden usar como fármacos anti HIV-1. Finalmente, la E. coli BM-11 
recombinante ha sido utilizada por y Zinchenko y col. (50) para obtener 9-(β-D-
arabinofuranosil) guanina activa frente al virus del herpes y que también inhibe 
la proliferación de linfocitos-T (Esquema 18). La síntesis, partiendo de 
nucleósidos de guanina conduce a mejores rendimientos que si se usa la base 
libre. Esto se debe a la pobre solubilidad de la guanina en agua (0,042 g/L), 
como indicamos anteriormente. También vemos que el reticulado de las células 
con glutaraldehído favorece la estabilidad del biocatalizador y la conversión que 
se obtiene aumenta (Esquema 17). 
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La combinación de las fosforilasas con otras enzimas también se ha 
usado en este campo. Pal and Nair (51), describieron que la adición de  xantin-
oxidasa (xodasa) en el matraz de síntesis usando celulas de B. 
stearothermophilus ATCC 12980, conduce a mejores rendimientos en la 
síntesis de timidina partiendo de 2´-desoxiinosina (68%)  que en ausencia de 
xodasa (58%) (Esquema 18). Esto se debe a que la xodasa desplaza el 
equilibrio de la reacción reversible por formación de ácido úrico que no es 
reconocido por la fosforilasa.  
 
 Esquema 17. 
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Esquema 18. 
Finalmente, Yokozeki y Tsuji (52) describieron la síntesis 2’-
desoxiguanosina con el 100% rendimiento a 25ºC, usando células enteras de 
Enterobacter gergoviae AJ-11125 (Esquema 19). Esta cepa tiene una 
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adenosina-deaminasa muy activa, por lo que usando la 2,6-diaminopurina y 2’-
desoxiuracilo se puede lograr de forma indirecta, sintetizar este nucleósido 
cuya síntesis directa es imposible por la baja solubilidad de la guanina en agua.  
 
Esquema 19. 
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